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Precede de preparation de la somatostattne, les intermedtaires et leur preparation. 

Nouveau precede de preparation etape par etape de ia 
somatostatine permettant d'obtenir un produit de haute 
purete, avec des rendements eleves a partir de la cysteine en 
position 14 dont la fonction acide est protegee par Ie groupe 
phenyiazobenzylsulfonyletbytoxy et la fonction thiol est 
protegee par Ie groupe acetamidomethyle, toutes les reac- 
tions de couplage peptidique elant effectuees en phase 
liquide dans le dimethylformamide, les peptides internnediai- 
res etant precipites par addition d'un deuxieme solvant et 
purifies en phase solide par lavage a Taide de solvants 
appropries dissolvant les impuretes. 
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Nouveau precede de preparation de la sorriatostatine. 

La somatostatine a isol^e par l*^quipe de Guillemin 

h partir d'extraits d 'hypothalamus de moutons [comptes rendus de I'Acad^mie 
des Sciences de Paris, 275 ^ 2913 (1972)]. La mSme ^quipe en a indiqu^ la 
structure qui correspond ^ un t^trad^capeptide cyclique avec une liaison 
disulfure r^unissant les groupes cysteine en positions 3 et 14 : 



H. Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Fhe - Thr - 
1234567 89 10 11 12 



Ser - Cys - OH \ 
13 14 

Dans cette formula , tous les aminoacides , ^ 1 'exception de 
la glycine, sonc dans la configuration L et les abr^viatione utilis^es 
pour les aminoacides sont celles recommand^es par la Commission lUPAC-IUB 
de nomenclature biochimique [Journal of Biological Chemistry, 247 ^ 977 
(1972)]. 

La somatostatine possede une grande vari^t^ d'effets 
biologiques, en particulier au niveau de 1* inhibition de la secretion de 
1 'hormone de croissance et de 1' inhibition des secretions d'insuline et 
de glucagon, ainsi que de 1' inhibition de certaines secretions digestives. 

Par suite, la somatostatine s*est r^v^iee particuli^re- 
ment int^ressante en tant qu 'agent thdrapeutique, en particulier pour le 
traitement de 1 'acromegalia , du diab^te, ainsi qu'en gas tro-enterologie . 
En consequence, il s'est r^veie n^cessaire de produire des quantit^s suffi- 
santes de somatostatine tres pure pour poursuivre les investigations cli- 
niques du produit, 

Differentes synthases de la somatostatine ont dej^ ete 

d^crites . 

Certaines rndthodes propos^es utilisent la synthese en 
phase solide (brevets des Etats-Unis d'Am^rique n° 3 862 925 et n*' 3 904 594 
en particulier), alors que d'autres ont lieu en phase liquide selon la 
technique des fragments [Helvetica Chemica Acta, 57_, 730 (1974), ou 
Biochemical Biophysical Research Communication 54 j 234 (1973), etc.). 
Enfin, dcrni^rement, un proc^de "Stepwise" a ete mentionne [International 
Journal of Peptides and Proteines Research, 11, 329 (1978)]. 
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Toutefois, ces diff^rents precedes sont tous inadaptds 
h une production industrielle h grande ^chelle de la soma tosta tine. 

Ainsi, il est connu que les proc^d^s de synthtse des 
peptides en phase solide ne sont pas transposables h I'^chelle indus- 
5 trielle^ en particulier h cause des difficult^s rencontr^es pour scinder 
le polypeptide de son support apres la phase d 'i§longa tion. La scission 
n^cessite des moyens energiques et s'accompagne d'une degradation impor- 
tante conduisant h des rendements faibles et necessitant des purifica- 
tions subs^quentes longues et difficiles. 

10 Be meme, les differentes s>np. theses en phase liquide 

connues ^ ce jour ne conduisent h la soma tos ta tine qu^avec des rendements 
tres faibles et n^cessitent des purifications laborieuses et nombreuses 
pendant les phases in termed ia ires • 

Le proced^ suivant 1' invention a pour objet de surmonter 

15 toutes ces difficultes et de permettre l*obtention de quantit^s impor- 
tantes de soma tosta tine de haute puret^, Ce proced^ est un precede 
etape par itape, dit "procede Stepwise" ^ partir du C terminal, caract^- 
rise en ce qu'on utilise, des le debut de la s^nthese, un groupement 
protecteur de la fonction acide de la cysteine en position lA ^ qui inso- 

20 lubilise la molecule dans I'eau et les solvants organiques usuels h 

1 'exception du dime thyl formamide et du dime thylsulf oxyde, Les reactions 
de couplage peptidique sont effectuees en solution dans le dimethyl- 
formamide et le produit de la reaction est isol§ soit par Evaporation 
du dimethyl formamide, soit par precipitation par addition d'un deuxi^me 

25 solvant qui 1 ' insolubil ise. Le peptide brut ainsi obtenu est purifi^ par 

des lavages en phase solide h I'aide de solvants appropri^s qui dissolvent 
les impuret^s. 

Cette technique prdsente done au niveau des lavages les 
memes avantages que la synthese en phase solide sans en presenter les 
30 inconv^nients (risque de r<5action incomplete au niveau du couplage en 
particulier). 

Les rendements obtenus ^ chaque ^tape sont excellents et 
se situent entre 90 et 987. de la thdorie, 

Dans le proc^d^ utilise, les fonctions hydroxyle de la 
35 serine et des deux molecules de threonine n"ont pas besoin d'etre prote- 
gees, ce qui repr^sente un avantage important car ces protections sont 
toujours difficiles a rdaliser, Les protections des chatnes lat^rales des 
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dexxx molecules de lysine (fonction amine en cu) et de la fonction acide 
terminale de la cysteine en position 14 ont ^t^ choisies de fa9on h 
r^sister aux traitements acides n^cessaires pendant les phases d'^lon- 
gation pour lib^rer les protections temporaires des fonctions "-amin^es, 
5 Ce sont done des groupes protecteurs clivables seule- 

ment en milieu basique fort, & savoir le groupe thanesul fonyl^ thyl- 
oxycarbonyle (MSG) pour les amines en u; des molecules de lysine et le 
groupe phdnylazobenzylsulfonyl^ thyloxy (OPSE) pour la fonction acide 
de la cysteine en position 14. C'est ce dernier groupement qui conffere 

10 en particulier, des le d^part^ leur caractere d * insolubilite aux diff^- 

rents peptides intermediaires obtenus au cours de la phase d 'Elongation* 

Enfin, les deux groupements thiol des molecules de 
cysteine en positions 3 et 14 ont et^ proteges par un groupement qui 
r^siste h. la fois aux conditions acides et basiques, afin de pouvoir &tre 

15 conserve jusqu'^ la fin de la synthase. Le groupement protecteur ainsi 
choisi est le groupe ac^ tamidomethyle (Acm), 

Le premier Element de la synthese est constitu^ par le 
N- t-butoxycarbonyl S-ac^tamidom^thyl L-cyst^inate de p-phenylazobenzyl- 
sul f onyle thyle, 

20 Ce compost est nouveau et s'obtient par condensation de la 

N- t-butoxycarbonyl S-acE tamidome thylcys t^ine sur le p-ph^nylazobenzyl- 
sulf onyl^ thanol en presence d'un agent de d^shydra ta tion tel que le 
dicyclohexylcarbodiimide . 

Ce compose est obtenu avec un excellent rendement; il est 

25 peu soluble dans I'eau et presente une coloration jaune orange faciii- 
tant les suivis chroma tographiques . Enfin, le groupement protecteur de 
1 'amine tertiobutyloxycarbonyle peut ^tre facilement ^limin^ h l*aide d'un 
acide fort, tel que 1 'acide trif luorace tique ou l*acide formique contenant 
1% d* acide chlorhydrique. 

30 A partir de ce produit de depart, on precede h 1 'Elongation 

de la chaine polypeptidique par couplage de 1 'acide amine sulvant convena- 
blement protege, si n^cessaire. 

Chaque phase de couplage est suivie d'une operation selec- 
tive de liberation de 1 'amine qui va entrer en reaction lors de la 

35 creation de la liaison peptidJque ^suivante. On op^re en milieu acide fort 
tel que 1 'acide trif luorac^ tique ou 1 'acide formique h 1% d^acide chlor- 
hydrique. 
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Les groupes protecteurs tempora ires des f one t ions 
amin^es en o£, clivables en milieu acide, sont choisis dans la famille 
des carbamates. Ce sont soit le groupe N- tertiobutoxycarbonyle (Boc), 
soit le groupe N-ot-bipb^nylisopropyloxycarbonyle (B Poc). 

D^s que le L- tryptophane est en place (position 8), il 
devient indispensable, au moment des phases de clivage des groupements 
protecteurs interm^diaires , d*utiliser des adjuvants chimiques qui 
protegent le noyau indole de reactions parasites specif iques de cet 
h4t4rocycle. 

C'est ainsi que I'addition d'anisole dans le milieu 
pr^vient les reactions radicalaires , tandis que 1 'utilisation de thiols 
tels que 1 *^thanedithiol ou le mercapto-^ thanol ^vite les oxydations para- 
sites de cet h^t^rocycle. 

D*une fagon gen^rale, on pr^fere utiliser dans les phases 
de couplage les cx-aminoacides convenablement prot^g^s sous forme d' esters 
actives. 

Le solvant de reaction est choisi de fagon ^ maintenir 
en solution k la fois les reactifs et les produits de la reaction. Les 
solvants de choix, compte tenu du caractere d ' insolubility des poly- 
peptides obtenus, sont le dimethyl formamide et le dim^thylsulf oxyde. 

L 'utilisation d'un activateur de couplage, tel que 
1 'hydroxybenzotriazole, a un effet b^n^fique sur la vitesse de reaction 
tout en minimisant les risques de racdmisa tion. 

En fin, il est avantageux d'introduire les deux demiers 
aminoacides ensemble sous la forme de dipeptide activ^. 

L * ensemble des operations est repr^sent^ dans les 
sch^mas de synthase 1 et II ci-apres. 

Les rendements sont excellents h tous les niveaux et 
la puret^ des produits est sat isfaisante* Les contrSles sont effectu6s 
par chroma tographie en couche mince sur plaques de silicagel dans 
diff^rents milieux d'^lution. 
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Une variante du proc^d6 consiste h effectuer s6pa- 
r^ment la synthase des heptapept ides 1 ^ 7 et 8 & 1^ ^galement selon 
le m^me principe du Stepwise, Les deux heptapept ides sont ensuite cou- 
ples par un agent chimique convenable en t^trad^capeptide. 

Cette variance pr4sente I'avantage de ne pas sou- 
mettre le tryptophane^ aminoacide part icul iferement sensible h I'oxydation 
et aux reactions radicalaires , a une suite de reactions pour effectuer 
les phases de deprotection subs^quentes h chaque couplage des amino- 
acides 1^7. 

L 'heptapeptide 8 S 14 : 

MSG A cm 

I t 

H - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - 0 Pse 



est identique h 1 'heptapeptide intermedia ire de la strategic Stepwise 
complete . 

L 'heptapeptide 1^7: 



A cm MSG 
I I 

Boo - Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - OH 



est obtenu par un proc^d^ particulier dans lequel I'acide terminal n'est 
pas prot^g^ pendant la phase d 'elongation , ce qui permet d* effectuer 
les reactions de couplage en phase liquide et les lavages en phase 
sol ide. 

On part du dipeptide connu H - Phe - Phe - OCH^ , sur 
lequel on fait r^agir 1 'ester orthonitrophdnol ique de 1 'orthonitroph^nyl- 
sulf^namino asparagine dans le dimethyl formamide. Le tripeptide est isold 
par precipitation avec de I'^ther et purifi^ par des lavages en phase 
solide. Ce tripeptide est entierement d^prot^g^ par un traitement basique 
(saponification de 1' ester), puis par acldolyse qui lib^re la fonction 
amine de la lysine. 

Ce tripeptide H - Asn - Phe - Phe - OH est utilise 
sous sa forme acide libre terminal pour la suite des operations* 
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Cheque aclde amin^ est introduit sous forme d 'ester 
active et la reaction est conduite en presence d'un acc^l^rateur tel 
que 1 'bydroxybenzotriazole et en presence d'une base organique non rac€- 
mieante telle que la N-^thylmorpholine. 
5 L 'ensemble des diffdrentes dtapes est rassembld sur le 

schema de synthase III cl-aprfes. 

Le couplage entre les deux heptapeptides peut Stre 
effectu^ dans le dim^thylf ormaniide en presence d'un agent de couplage 
tel que le dicyclohexylcerbodiimide , ou bien h. I'aide d'un activateur 
10 de la fonction carboxylique comme 1 'hexafluorophosphate de benzotriazolyl- 

oxy- (trid im^thylamino)"phosphonium. 

Le t^trad^capeptide obtenu par cette voie est absolu- 
ment xdentique celui obtenu par le proc^d^ Stepwise complete 

Quelle que soit la variance utilis^e^ on aboutit ainsi 
15 au t^trad^capeptide procdgd : 

A era Msg Msg 
Boc - Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - 

A cm 

Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 

20 Un traitement en milieu acide fort tel que I'acide tri- 

f luoroac^tique permet de lib^rer la fonction amine de 1 'alanine en 
position 1. Par action d'une base forte telle que la baryte^ pendant un 
temps relativement court (15 ^ 30 min) et h temperature ambiante sur une 
solution du produit dans le dimethyl formamide, on ^limine h la fois les 

25 groupes protecteurs des chaines lat^rales des deux lysines et 1 'ester sur 

la cysteine en position lA. 

On est ainsi conduit h la di-S-ac^ tamidom^thyl-S , lA- 
dihydrosoma toe ta tine qui est soumise h une purification avant d'aborder 
les Stapes finales. 
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On peut utiliser, pour la purification, diff^- 
rentes m^thodes telles que la distribution ^ contre-courant, la chro- 
matographie de partition eur gel, la chromatographie sur ^changeurs 
d'ions, etc. Sur des quantit^s importantes , la distribution h contre- 
5 courant s'est av6r^e la m^thode de choix et peroiet d'obtenir un 

produit de puret^ sup^rieure ou ^gale k 987«. La liberation de la fonc- 
tion thiol des deux cysteines s'obtient facilement selon des m^tbodes 
connues , h savoir par traitement par un sel de m^tal lourd tel que le 
mercure ou I'argent, II est possible, ^ventuellement , d'isoler le sel 

10 de la dihydrosoma tos tatine avec le m€tal« Celui-ci peut gtre conserve, 

si besoin esc, et sans alteration, pendant plusieurs semaines h +4*^C 
^ I'abri de la lumi^re. 

Un traitement par I'hydrogfene sulfur^ permet d"41i- 
miner le m^tal sous forme de sulfure insoluble facile h ^liminer. 

15 La solution ainsi obtenue contient la dihydroso- 

matostatine qu'il est possible d'isoler par Evaporation I temperature 
ambiante. 

Le plus souvent, la solution est soutnise au pon- 
tage final en disulfure en utilisant des techniques connues d^oxyda- 

20 tion dijh utilis^es pour la somatos tatine elle-mMe ou pour d'autres 

polypeptides tels que la vasopressine ou I'oxytocina. On peut, par 
exemple, utiliser I'oxyg^ne de l*air, ou encore le ferricyanure de 
potassiura.On a de toute fagon int^rSt h op^rer en solution tr^s dilute, 
de fa^on a minimiser au maximum les reactions de polymerisation. 

25 Dans le schema IV ci-apres, 1' ensemble des op^ra^ 

tions ^ partir du tetraddcapeptide protege est resume. La soma tostatine 
brute ainsi obtenue ne n^cessite qu'une chromatographie de permeation 
sur gel de Sephadex G 25 pour obtenir un produit de haute purete dont 
le titre est superieur & 987o par determination en HPLC. 

30 Le procede ainsi decrit permet de preparer i^es 

quantites importantes de somatostatine en n*effectuant des purifications 
poussees qu'Si deux niveaux : 

- "di-S-acetamidomethyl-3 ,14 dihydrosoma tos tatine, 

- somatostatine elle-m§me. 

35 Dans toutes les autres e tapes, les phases de puri- 

fication sont limitees & des operations de lavage en phase heterog^ne. 
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Les caract^ris tiques et avantages du procddd selon 
1' invention seront mieux compris h la lecture des exemples suivants. 

Dans leS exemples qui vont suivre, les abr^viations 
suivantes seront utilis^es, 
5 Groupes protecteurs : 

Acm = ac^tatnidom^thyle 
Boc = t-butoxycarbonyle 
OPse = ph^nylazobenzylsulf onyl^thoxy 
ONsu = N-succinimidoxy 
10 ONp = nitro-4 ph^noxy 

OTcp = trichloro-2 ,4 ,5 ph^noxy 

Hps = o-nitroph^nylsulf^nyle 

Msc = (m^ thylsulf onyl)-2 ^ thoxycarbonyle 

Eluants utilises en chroma to graph ie sur couche mince de silice : 
15 Composition en volume. 

Truth : chloroforms : 95 - methanol : 5 - acide ac^tique : 3 

' butanol-2 : 72 - acide ac^tique : 7 - eau : 21 
BPEW_1 : butanol-1 : 50 - acide ac^tique : 12 - pyridine : 12 - eau : 25 
EBPEW : acetate d'^thyle : 42 - butanol-1 ; 24 - pyridine : 21 - acide 
20 ac^tique : 6 - eau : 10 

EPAW_2 : Acetate d'^thyle : 70 - pyridine : 16 - acide formique : 8 - . 
eau : 6 

EPAW^l : acetate d'^thyle : 63 - pyridine : 21 - acide formique : 10 - 
eau : 6 

25 Abr^viations diverses : 

Fc : point de fusion en tube capillaire 

DMF : d im^ thyl f ormamide 

DCCI : dicyclohexylcarbodiimide 

AcOH : acide ac^tique 
30 TFA : acide trif luoroac^tique 
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EXEMPLE 1 

(L)-N- t-butoxycarbonyl S-ac^tamidom^thylcyst^inate de p'ph^nylazobenzyl" 
su 1 f ony 1^ thyl e . 

A cm 

5 Boc - Cys - OPse 

250 g d'ac^tamide, 150 g de poiyoxym^ thylfene et 2,5 g 
de carbonate de potassium sont pulv^ris^s ensemble et fondus h, 100°C. 
Apres 1 h ^ cette temperature et ref roidis semen t vers 50-60**C, on ajoute 
10 0,5 ml de potasse aqueuse 12 N et abandonee au r^f rig^ra teur une nuit, Le 
solide pris en masse est repris dans le minimum d 'acetone pure (environ 
200 mi) pour le dissoudre h temperature ambiante, Le produit cristallise 
par ref roidissement quelques heures h -30°C, il est alors filtr^ rapide- 
ment et s^ch^. 

15 On obtient ainsi 170 g; Fc 45-50°C. 

Un deuxieme jet d 'environ 50 g peut Stre obtenu en 
concentrant le solvant, 

H - Cys (Acm) - OH, CI H 

20 75 g (0,84 mole) d'ac^tamido m^tbanol en solution dans 

300 ml de dioxanne sont ajout^s goutte k goutte k temperature ambiante k 
un melange bien agit^ de 88 g (0,5 mole) de chlorhydrate de L-cyst^ine 
monohydrate dans 1 250 ml de dioxanne, 22 ml d'acide chlorhydrique 
concentre et 40 ml d'eau. L "agitation est poursuivie 30 min, I'huile form^e 

25 est decant^e et le solvant qu'elle contient est ^vapor^ en ^vaporateur 
rotatif S 3CC, Le r^sidu est repris par de I'^thanol qui est evapor^ k 
son tour pour d^shydrater le produit ; il cristallise progress ivement et 
est filtre sous vide, lav^ h 1 ' isopropanol , puis h I'^ther et s^che sous 
vide. 

30 On obtient ainsi 90 g (rendement 807o) ; Fc 162-165°C. 

[a]^^ - "27,5** (C = 1, eau). : 

Un dchantillon recristallise dans le melange isopropanol- 
eau 80/20 (volume/ volume) fournit un produit de Fc 166-169*C, 
[a]^^ = - 27' (C « 1, eau). 
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c) (L)-N-t-butoxycarbonYl_S;ac4tamldom4^ 

Acm 

Boc ' Cys - OH 

18,2 g (0,08 mole) de chlorhydrate d 'ac€ tamidom^thyl- 
5 cysteine en solution dans 130 ml d*un melange dioxanne-eau 50/50 (volume/ 
volume) sont port^s h 30-35°C au bain-marie et le pH ajust^ ^ 10,0 par 
NaOH 4N. On ajoute alors 12,3 g (11,2 ml, 0,088 mole) d 'azidof ormia te de 
t-butyle et le pH maintenu ^ 10,0 par addition de NaOH 4N. La reaction 
est complete dans un temps compris entre 18 et 30 h (fohction de la temp^- 

10 rature). On ajoute alors 70 ml d'eau et lave par deux fois 100 ml d'^ther 
pour ^liminer l*exc&s de reactif. La phase aqueuse refroidie ^ 0 + 5*^C 
est acidifi^e en presence d 'acetate d*^thyle h pH 2,5 par une solution AN 
de bisulfate de potassium, puis la phase aqueuse est extraite trois fois 
par l*ac^tate d'^thyle. Les extraits organiques r^unis sont lav^s par 

15 une solution satur^e de chlorure de sodium (deux fois) , sech^s et evapor^s 
sous vide partiel laissant une huile qui cristallise peu ^ peu en presence 
d'^ther anhydre. 
19,5 g (83%); Fc 112-114°C. 
[a]^^ = -29,5° (C = 1, CH^OH). 

20 [a]J5 = -33,6^ (C = 1, H^O). 

d) (L) N-t^butoxycarbonyl^S-ac^ tamid^ 
sulfonvlethyle 

Acm 
I 

Boc - Cys - OPse 

25 Acm 

32 g (0,110 mole) de Boc - Cys - OH sont dissous dans 
350 ml de pyridine pure suivis de 30^4 g (0,100 mole) de PseOH. Lorsque 
tout est homogfene, la solution est refroidie ^ O^^C et trait^e progressi- 
vement par 21,6 g (0,105 mole) de dicyclohexylcarbodiimide en solution 

30 dans 40 ml de pyridine pure. La solution est agit^e une nuit au r^frig^- 
rateur.. 

Un contrOle CCM/AcOET-CH^OH : 96/4 (volume/ volume) permet 
de verifier la conversion totale de PseOH (Rf ^^ 0,50-0,55) en produit 
attendu (Rf v 0,42-0,50)p Si elle n'est pas complete, rajouter un peu de 



BNSDOCID: <EP ^0O17536A2_l_> 



001 7536 



15 

A cm 

Boc - Cys * OH en exc&s car 1 'Elimination du PseOH r^siduel est difficile* 
L'isolement du produit se fait de la mani^re suivante : 

la dicyclohexylur^e (DCU) est filtr^e, la pyridine Evapor^e sous vide h 
5 30°C, le r^sidu repris par de 1 'acetate d'^thyle et la DCU filtr^e encore, 

puis la solution lavEe successivetnent par une solution de bisulfate- 

sulfate de potassium (pH = 2,0), de I'eau, une solution de bicarbonate 

de sodium h 5% dans I'eau, puis h l*eau et sdch^e sur sulfate de magnesium. 

Apres filtration, on ^vapore le solvant, la gomme rouge obtenue se soli- 
10 difie progressivement par contact avec 400 ml d'^ther anhydre. Le gel 

obtenu est pulverise et filtr^, rincd h 1 'ether anhydre et sdch^. 

Folds : 53 ,3- g; -rendement 92%; Fc 75-77°C. 

[a]^^ = -16* (C = 1, AcOH), 

[a]^^ = -24° (C - 1, CH3OH). 
15 CCM/AcO Et - MeOH R£ = 0,50; BEW^ Rf = 0,69. 

Truth Rf = 0,50; BPEW^ Rf = 0,77, 

EXEMPLE 2 

(L)-S*-ac^tamidomdthylcys t^ina te de p-phdnylazobenzylsul fonyl^thyle , 
chlorhydra te , 
20 A cm 

H - Cys - OFse, HCl 
A cm 

5,78 g de Boc - Cys - OPse sont ajout^s rapidement 
(1 h 2 min) h une solution de 1 ml d'acide chlorhydrique concentre dans 

25 100 ml d'acide formique (98% pur) h temperature ambiante. 

Apres 10 min a cette temperature, la reaction est 
termin^e. Le solvant est ^vapor^ sous vide le plus rapidement possible h 
temperature ^30^C. Le r^sidu huileux repris dans 15 ml de methanol est 
verse goutte ^ goutte dans 150 ml d'^ther anhydre agit^ h. O^C. Le produit 

30 est filtre, rinc^ h 1 'ether anhydre et s^che en presence d'anhydride phos- 

phorique sous vide. On obtient ainsi 5,0 g (97%) d'un chlorhydrate de 

Pc 160-162''C (decomposition). 

CCM/BEW^ Rf = 0,36 I , . 

1 * j produit unique 

BPE\^ Rf = 0,62 I ^ . 
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EXEMPLE 3 

N"t*butoxycarbonyl L-s^ryl S^ac^tamidom^thyl L-cyst^ine p^-ph^nylazobenzyl*" 
sulf onyld thyles ter . 

Acm 

5 Boc - Ser - Cys - OPse 

5,15 g (0,01 mole) de chlorhydrate de S-ac^tamidom^ thyl- 
cyst^iTie sont trait^s en solution dans 60 ml de DMF pur anhydre par une 
solution de 1,15 g de N-^thylmorpholine, puis refroidis h -10®C et trait^s 
alors par 2,05 g de N-butoxycarbonyl L-s^rine (ajout^s rapidement) puis 
10 goutte h goutte en 5-10 min par une solution de 2,47 g de DCCI et 2,70 g 
d 'hydroxybenzotriazole dans 20 ml de DMF pur. 

Apres 1 h a -lO^C, on laisse la temperature reraonter pro- 
gressivement h la temperature ambiante (ZO^'C) en evitant tout ^chauf fement. 
La reaction est complete en 6 h. Le DMF est alors ^va- 
15 por^ sous haut vide b, 30-35*^0 et le r^sidu repris dans 200 ml d 'acetate 
d'^thyle. La dicyclohexylur^e est filtr^e et on precede aux lavages sui- 
vants : sulfate et bisulfate de potassium aqueux, eau, bicarbonate de 
sodium aqueux 5 57o, eau, chaque lavage ^tant r^p^t^ deux ou trois fois. 

Apres s^cbage sur sulfate de magnesium h temperature 
20 ambiante le solvant est concentre h environ 50 ml, Le produit pr^cipite 
en gel par ref roidissement une nuit k O^C, II est filtr^, rince par un 
peu d'ac^tate d*ethyle, puis h I'^ther anhydre et s^che sous vide sans 
chauffer. 

Rendement : 5,3 g (80%); Fc 111-113''C. 
25 CCM/BElv'^ Rf = 0,63 



BPBv'^ Rf = 0,70 
EPAW^ Rf = 0,74 



Revdlateur Reindel-Hoppe 



Dans ces divers systemes, le produit renferme un peu 
de dicyclohexylurde (Rf 0,80 ^ 0,86) qui s*eiiminera au stade suivant. 
30 [a]^^ = -25,5 (C = 1 , CH^OH). 
EXE^gLE U 

L-s^ryl S-acetamidomethyl L-cysteinate de p-phgnylazobenzylsulf onyiethyle > 
trif luoracetate . 

Acm 

35 ' H - Ser - Cys - OPse, CF^COOH 

Acm 
I 

38,5 g de Boc - Ser - Cys - OPse sont ajout^s rapidement 
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h 300 ml d'acide trif luorac<§tique pr^alablement refroidis vers C (la 
temperature monte vers IS'^C sur de telles quantit^s). Apres 3^5 min, 
I'acide est ^vapore d 20°C sous 15 mm, I^e residu est repr is par de 
1 'ether anhydre au contact duquel le produit se solidifie. II est filtrd 
5 et rince h l*dther anhydre plusieurs fois et s^ch^. 
Rendement : 38,5 g (97%). 

CCM/EPAW^ It f = 0,30 
EPH^^ Rf ==0,60 
EBPEW Rf = 0,50 
10 EXEMPLE 5 

N-t-butoxycarbonyl L-thr^onyl L-s^ryl S -ac^ tamidome thyl L-cystgine, 
p-phenylazobengylsulfonyles ter > 

A cm 

Boc - Thr - Ser - Cys - OPse 

Acm 
I 

6,80 g de trifluorac^ tate de H - Ser - Cys - OPse sent 
dissous dans 100 inl de DMF pur. Tout en ref roidissant au bain de glace, on 
ajoute successivement 2,52 ml de N-ethylmorpholine et 3,79 g de 
Boc - Thr - 0>5Su. Le milieu reactionnel est conserve k temperature ambiante 
20 pendant 2 h. L*isolement se fait par Evaporation du DMF h 30°C et reprise 
par la glace. On filtre sous vide puis lave avec de I'eau avec une solu- 
tion bisulfa te-sulfa te de potassium (pH = 2), avec de I'eau, du bicarbonate 
de sodium aqueux h 57o et enfin avec de I'eau deux fois. Apres s^chage k 
I'air, puis sur anhydride phosphorique sous vide, on obtient : 
25 7 ,5 g (98%); Fc = 136-138"C. 
CCM/EPAW^ Rf = 0,70 
BEW^ Rf = 0,69 
EBPEW Rf = 0,86 
EXEMPLE 6 

30 L-threonyl L-s^ryl S-ac^tamidom^thyl L-cys t^ina te de p-ph^nyla2obenzyl- 
sulf onyl^ thyle , trif luoracE ta te . 

Acm 

CF^COOH, H - Thr - Ser - Cys - OPse 

Acm 

35 7 ,67 g (0,01 mole) de Boc - Thr - Ser - Cys - OPse sent 

ajout^s h 60 ml d'acide trif luorac€ tique refroidis au bain de glace, sous 
agitation. Le bain froid est tt^ et la solution conservEe pendant 5 min 
avant d'^vaporer I'acide trif luorac^tique. Le residu ainsi obtenu est 
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repris h I'^ther en presence duquel il est tritur^, filtr^ et lav4 
abondammen t, puis s6ch6. 

On obtient 7,34 g du trif luorac^tate (94%). 
CCM/EPAW^ Rf « 0,30, produit pur 
5 EPAW^ Rf = 0,52, produit pur 

EXEMFLE 7 

l^-t-butoxycarbonyl L-ph^nylalanyl L*thrgonyl L*s^ryl S-acg tamidom^thyl 
L-cys t^ine , p-ph^nylazobenzylsulf onyl^ thyles ter « 

Acm 

10 Boc - Pbe - Thr - Ser - Cys - OPse 

7,81 g (0,01 mole) de trif luorac^tate de 
Acm 

H - Thr - Ser - Cys - OPse sont dissous dans 90 ml de DMF anhydre et 
trait^s h O^C par 2,52 ml de N-^tbylmorpholine, puis par 4,64 g de 
Boc - Phe - ONp. 

Apres une nuit au r^f rig^rateur , le produit est isol^ 
par Evaporation du DMF sous vide poussE h 30^C maximum, lavages du solide 
obtenu par l*eau, une solution bisulfate-sulfa te de potassium, I'eau, le 
bicarbonate de sodium aqueux, I'eau et, apres un l^ger s^chage, par 
1 * isopropanol et, enfin, h 1 'Ether. 

On obtient ainsi 8,22 g (90%); Fc 153-155°C, 
CCM/EPAW^ Rf = 0,84 
EPAV^ Rf = 0,67 
BEW^ Rf = 0,7 5 
BPEi:^ Rf =0,75 
[a]^^ = -16,0^ (C= 1, CH^COOH). 
EXEMPLE 8 

L-phEnylalanyl L-thrEonyl L*sEryl S^acE tamidomEthyl L-cys tEinate de 
p-phenylazobenzylsulf onylEthyle , trif luoracetate > 

Acm 

H - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse, CF^COOH 

A era 

9,14 g de Boc - Phe - Thr - Ser ^ Cys - OPse sont ajoutEs 
h 55 ml d'acide trif luoracE tique glacE sous agitation. On conserve ensuite 
pendant 5 ^ 10 min en laissant se rEchauffer, puis Evapore sous vide h 
20-25®C. Le rEsidu est repris par beaucoup d'Ether, triturE, filtrE et 

lavE a 1 'Ether. 

BNSDOCID: <EP ^001 7536 A2_L> 



10 



15 



20 



001 7536 

19 

On obtient ainsi 9,0 g (97%) d*un produit pur. 
CCM/EFAW^ Rf = 0,47 

EPAW^ Rf = 0,39 

BPEW^ Rf = 0,65 

EBPH^ Rf = 0,65 
[aj^^ = -18,5° (C - 1, CH^OH). 
EXEMPLE 9 

11-t-butoxycarbonyl L-thrdonyl L-ph^nylalanyl L-thr^onyl L*s^ryl S-acdtamido- 
methyl L-cys telne p-phenylazobenzylsulf onyl^ thylester * 



A cm 
t 

Boc - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 

A cm 

9,28 g de trifluoracetate de H - Phe - Thr - Ser - Cys - 
OPse en solution dans 100 ml de DMF anhydre sont traites success ivement 
au bain de glace par 2,52 ml de N-e thylmorphol ine , puis par 3,80 g de 
Boc - Thr - ONSu. La solution est conservee une nuit au refrig^rateur . Le 
solvant est ^vapord sous vide pouss^ ^ 30*^0, le r^sidu repris par de la 
glace jusqu*^ solidification, filtrd, lave h I'eau, h la solution aqueuse 
de sul fa te-bisulf ate de potassium, h l*eau, au bicarbonate de sodium 
aqueux, h, l*eau, puis par 2 x 5 ml d ' isopropanol et, enfin, k I'^ther, et 
seche. 

On obtient ainsi 9,1 g (907o) de produit. Sa puret^ n'est 
g^neralement pas satis faisante en CCM et il doit subir des lavages par 
25 les melanges : isopropanol-eau : 50/50, puis 75/25, puis 100/0 ( 50 h 100 ml 
par lavage) . 

Rendement 867*. 

Le produit pur pr^sente les ca rac t^ristiques suivantes : 
CCM/EPAW^ Rf = 0,79 
30 EPAW^ Rf = 0,63 

BEW^ Rf = 0,66 
TRUTH Rf = 0,05 
Fc 169-172°C. 

[a]^^ = -20"C (C = 1, AcOH). 
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EXEMPLE 10 

L -tbr^onyl L-ph^nylalanyl L-thr^onyl L-s^ryl S-ac^tamidom^thyl L-cyst€inate 
de p-phdnylazobenzylsul fonyl^thyle , trif luora estate > 

A cm 
t 

5 CF^COOH, H - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 

Acm 

20,3 g de Boc - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse sont 
dissous dans 160 ml de melange T.F.A, , chlo rure de methylene 50/50 (volume/ 
volume) pr^alablemen t refroidis vers 5 h lO'^C. Apres 30 min 3i temperature 
10 arabiante la reaction est complete. Les solvants sont ^vapor^s sous vide et 
le residu repris par 1 * isopropanol qui est ^vapor^- On reprfend • ensuite k 
l*^ther anhydre, filtre, lave par beaucoup d'^ther et seche. 

On obtient 20,3 g (98%). 
CCM/EPAW^ R£ - 0,50 
15 EPAW^ Rf = 0,33 

EBPEV7 Rf = 0,69 
[a]^^ = -9,8*= (C = 1, AcOH), 
EXEMPLE 11 

t-butoxycarbonyl N-Cg-m^thylsulfonvl^ thoxycarbonyl L-lysyl L-thr^onyl 
20 L-phenylalanyl L-threonyl L^s^ryl S-ac^tamidom^ thyl L-cyst^inate de 
p*ph^nvla2oben?vlsulf onyiethyle > 

MSG Acm 

T I 

Boc - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 



25 



30 



10,29 g du trif luorac^ta te du pentapeptide H - Thr - Phe - 

Acm 

The - Ser - Cys - OPse en solution dans 100 ml de DMF anhydre sont trait^s 

successivement h 0°C par 2,52 ml de N-^ thylmorpholine , puis 6,2 g de 

>1SC 
I 

Boc - Lys - ONp. La reaction est conserv^e h temperature ambiante pendant 
15 h 20 h. L'isolement se fait alors de la maniere habituelle : Evaporation 
du solvant sous haut vide ^ 30**C , agitation en presence de glace, filtration, 
lavages abondants S I'eau, 5 la solution aqueuse de sulfa te-bisulfate 
de potassium (pH 2)^ puis de nouveau h I'eau, suivis de deux lavages par 
100 ml d ' isopropanol et, enf*in, abondamment ^ 1' Ether, 
35 On obtient ainsi 11,4 g (88%) d'un produit qui, gEnEra- 

lement, doit subir des lavages rEpEtEs h I'acEtone (de25^ 50 ml). 
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On obtient ainsi^ avec un rendement de 80 h 85% un 
produit pur; Fc 172-174*C, 
CCM/EFAW^ Rf = 0,7 5 

EPAW^ Rf = 0,50 

BEW^ Rf = 0,57 
[a]^^ = -19,5° (C = 1, AcOH). 
EXEl-rPLE 12 

K-^O-me thylsul fonyl^thoxycarbonyl L*lysyl L- thr^onyl L-phgnylalanine 
L-threonyl L-seryl S -acetamidom^thyl L-cyst^inate de p-phenylazobenzyl- 
sul fonyle thyle , trif luorac^ ta te . 

Hsc A cm 

CF^COOH, H - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 

Msc 
f 

6,47 g (5 millimoles) de Boc - Lys - Thr - Phe - Thr - 

A cm 

Ser - Cys - OPse sotit ajoutes h 52 ml d'acide trif luorac^tique agit^s. 
Apres dissolution totale (2^3 min), I'acide est ^vapor^ sous vide h 20°C 
et le rdsidu repris par de 1 * isopropanol filtr^ sous vide, rinc^ deux fois 
par le mtme solvant puis ^ I'^ther et s^ch^ en presence de potasse sous 
vide . 

Le produit pese 6,40 g (97%) et est pratiquement pur en 
CCM/EPAW^ Rf 0,25 
EPAW^ Rf = 0,50, 
EXEMPLE 13 

Tl-q-fbutoxycarbonyl L- tryptophanyl ti-<0-m^thylsul fonyl^ thoxycarbonyl 
L-lysyl L"threonyl L-ph^nylalanyl L-thr€onyl L-sdryl S-ace tamidom^thyl 
L-cyst^inate de p-ph^nylazobenzylsulfonyl^thyle. 

Msc A cm 

Boc - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 

Msc 

13,07 5 g de trif luorac^tate de H - Lys - Thr - Phe - Thr - 

Acm 

Ser - Cys* - OPse sont mis en solution dans 130 ml de DMF anhydre et traitSs 
au bain de glace par 2,5 ml de N-^ thylmorpholine, 5,11 g de Boc * Trp - ONp 
et 2,70 g d 'hydroxybenzotriazole. Apr^s 1 h environ Si temperature ambiante^ 
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la reaction est complete, le solvant ^vapord, le r^sidu repris par de la 
glace se solidifie peu h peu; il est finement broy^, filtrd, lavd abondam- 
ment h I'eau puis apr^s un l€ger sdchage par 2 fois 120 ml d * isopropanol 
tifede, puis par des fractions de 100 ml d'ac^tone ti&de jusqu*& puret^ 
5 satisfaisante en CCM (de A Si 10 lavages selon les experiences). On obtient 
ainsi 12,6 g (85% du produit du titre pr^sentant les caract^ris tiquea 
suivantes : 
CCM/EAPW^ Rf 0,50 
[a3^^== -17 ,5^ (C = 1, AcOH). 
10 EXEMPLE 14 

N-Q-biph^nylisopropyloxycarbonyl L- tryptophanyl N"(i>"mdthylsul fonyl^ thoxy- 
carbonyl L-lysyl L-thr^onyl L-phdnylalanyl L-thr^onyl' L-s^ryl S -ac^tamido- 
m^chyl L-cysteinate de p-ph^nylazobenzylsul f onyl^ thyle > 

X5 Msg Acm 

Bpoc - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 

Msc 
I 

1,307 g de trif luorac^tate de H - Lys - Thr - Phe - Thr - 

Acm 

20 Ser - Cys - OPse en solution dans 13 ml de DMF anhydre sont trait^s k 

par 0,25 ml de N-^ thylmorpholine et 0,666 g de Bpoc - Trp - ONp. Apres un 
s^jour de 43 h ^ +4''C ou 24 h a temperature ambiante la reaction est 
g^n^ralement termin^e, Apres Evaporation du solvant sous haut vide k 30°C, 
le residu se solidifie par agitation en presence de glace, Le pr^cipitd 

25 filtrtS, lavE par beaucoup d'eau puis par des solutions aqueuses de 

bicarboncte de sodium h. 57o et de tampon citrate pH 3,5 et, enfin, par I'eau, 
Apres sEchage, il est lav6 par trois fois 10 ml d * isopropanol tiede, puis 
trois fois 10 ml d*ac^tone tii^de, ce qui, g^n^ralement , suffit pour obtenir 
une puret^ correcte. 

30 On obtient ainsi, apr^s sEchage : 1,37 g (85%) . 

Ce produit est caract^risE par : 

Fc 158-160°C. 

[a]J^= -16,5** (C = 1, AcOH). 
CCM/BBC^ Rf = 0,70 
35 EPAW^ Rf = 0,76 - ^ 

EBPEW Rf = 0,77 
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EXEMPLE 15 

L- tryptophanyl N-a)-m^thylsulf onyl^thoxycarbonyl L-lysyl L-thr^onyl 
L-ph^nylalanyl L-thr€onyI L-sdryl S-ac^tamidom^thyl L-cystdinate de 
p-phenylazobenzylsulfonyl^thyle ^ trif luoracdta te . 

5 Msc Acm 

> t 
CF^COOH, H - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 

1,30 g de 1 'heptapeptide de l*exemple 14 est ajout^ en 
une minute environ h un melange prealablement refroidi h 5^C de 13 ml 
d'acide trif luorac^t ique , 1,3 ml d ' ^ thanedithibl et 0,65 ml d'anisole. 

10 Apres 2 min d 'agitation h cette temperature, les r^actifs volatils sont 
^vapor^s sous vide sans chauffer et le rdsidu repris par deux fois 15 ml 
de methanol qui est evapor^ h chaque fois sous vide, Le r^sidu tritur^ 
en presence de 15 ml d ' isopropanol est filtr^. On le lave ensuite par 
trois fois 15 ml du m^me solvant tiede (40*C environ) puis h l*^ther et 

15 seche. 

On obtient ainsi 1,10 g (92%) du trif luoracd ta te qui 
se revele pur en CCM dans les melanges suivants : 
EPAW^ Rf = 0,36 
BE\%^^ Rf = 0,36 
20 EXEMPLE 16 

c?"Biph^nylisopropyloxycarbonyl L-ph^nylalanyl L- tryp tophanyl u>m^thyl- 
sulf onyie thoxycarbonyl L-lysyl L-threonyl L-phenylalanyl L-thr^onyl 
L-seryl S -ace tamidome thyl L-cyst^inate de p-phenylazobenzylsulf onyl^ thyle . 

Msc Acm 

f ! 

25 Bpoc - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 

13,4 g du trif luorac^tate de 1 *heptapeptide de 
I'exemple 15 en solution dans 130 ml de DMF sont traites success ivement 
par 2,3 ml de N-e thylmorpholine , 2, A3 g d *hydroxybenzotriazole et 4,25 g 
de Boo - Phe - ONp au bain de glace. Apr^s 1 h de s^jour h temperature 
30 ambiante, un contrble CCM montre que la reaction est terminee, Le DMF 

est alors ^vapor^ sous haut vide et le r^sidu agite en presence de glace 

se solidifie progress ivement. II est filtri, lave h 1 ' eau et s^che, puis lave 

deux fois par 1 * isopropanol et trois fois par de 1' ace tone ti&de (40''C). 
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On obtient alnsi 13,6 g (93%) d'un produit de puret^ 
correcte en chromatographie. 
CCM/EPAW^ Rf = 0,77 

^ BPEVJ^ Rf =0,69 

BEV7^ Rf = 0,67 
EBPEW Rf = 0,91 
[a]^^ = -9^ (C = 1, D>fF), 
EXEMPLE 17 

10 Msg a cm 

I I 

H - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys * OPse trif luorac6 tate , 

13,4 g (8,2 moles) de 1 ' octapeptide de l*exemple 16 sont 
ajout^s 2i un melange prdalablement refroidi 2i 5**C de 130 ml de TFA , 13 ml 
d '^thanedithiol et 6,5 ml d'anisole, L "agitation est poursuivie 15 min 
15 ^ temperature arabiante* 

On ^vapore sous vide h. temperature ambiante, puis on 
reprend le r^sidu deux fois par 70 ml de methanol en evaporant ^ cheque 
fois le solvant. Puis on reprend le produit dans 1 * isopropanol et filtre 
le solide qu*on lave deux fois avec 70 ml d ' isopropanol tiede (AO°C). On 
20 lave abondamment avec de I'^ther anhydre et s^che. 

On obtient ainsi 13,1 g (97%) de produit pur. 
CCM/EPAW^ Rf = 0,38 
EPAV;^ Rf = 0,32 
Bi:."?^ Rf = 0,42 
25 EBPEW Rf = 0,7 5 

EXEMPLE 18 

Msc A cm 

Boc - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse . 

Acm 
I 

30 13,1 g de trifluorac^tate de H - Phe - Trp - Lys - Thr - 

Acm 
I 

Phe - Thr - Ser * Cys - OPse en solution dans 130 ml de DMF anhydre & 0**C 
sont trait^s success ivement par 2 ml de N-^chylmorpholine , 2,16 g d 'hydroxy- 
benzotriazole et 3 ,70 g de Boc - Phe - ONp. L'agitation est poursuivie 2t 
35 temperature ambiante pendant 1 h. Le D>IF est alors ^vapor^ ^ 30**C sous vide 

et le r^sidu huileux cristallise peu h peu en presence de glace. Le pr^cipit^ 
est filtrt?, lave abondamment a I'eau et s^che avant d'etre finement broy^ 
et lave deux fois avec de 1 ' iscpropanol , trois fois avec du methanol, puis 
cinq fois ft I'acetone. 
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Apr6s s^chage, 11 p^se 13,5 g (95%). 
CCM/EPAW^ R£ = 0,62 

BPEW^ Rf = 0,70 

EBPro R£ = 0,94 
[a]" = -9,2** (C = 1, DMF). 
EXEMPLE 19 



Msc A cm 

Bpoc - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse « 

line solution de 0,98 g du trif luorac^ta te de H - Phe - 

10 ■ Msc A cm 

Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse dans 12 ml de DMF est trait^e 
h 0°C par 0,15 ml de N-^thylmorpholine et 0,378 g de Bpoc - Phe - ONp. La 
reaction est compl^tde apres 24 h ^ temperature ambiante. Apres Evapora- 
tion du DMF h 30*C sous vide, le residu est cristallisE en presence de 

15 glace, filtrE sous vide, lave successivement avec un tampon citrate pH 3^5 
glacE, a I'eau, avec une solution sa tur^e de bicarbonate de sodium, puis 
h l*eau et sEchE, Les lavages suivants, isopropanol trois fois 4 ml, 
acetone trois fois 3 ml et Ether deux fois 5 ml, foumissent, apr^s sEchage, 
un produit qui est de nouveau lavE ^ I'acEtone trois fois 4 ml. 

20 On obtient finalement 1,02 g (89%) de produit pur, 

CCM/EPAW^ Rf = 0,82 
EPAW^ Rf = 0,58 
C«3^^ - -9,1" (C = 1, DMF). 
F. 222-224^*0 (decomposition). 

25 EXE^^PLE 20 

Msc Acm 
TFA, H - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr ■ Phe - Thr ■ Ser ■ Cys - OPse . 

A temperature du laboratoire, on prepare le melange 
suivant : TFA 300 ml, E thanedithiol 30 ml, anisole 15 ml. On additionne 
30 Msc Acm 

30 g de Bpoc - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse, 
garde 20 min h temperature du laboratoire, puis Evapore k 30°C sous vide 
jusqu'^ volume rEsiduel d' environ 70 ml. 

Ce rEsidu est versE sur 700 ml de melange propanol-2/ 
35 ether ethylique 50/50 (volume/volume). Le prEcipi te *est essore , lave par 
le m§me melange, puis par l*ether seul. 

Aprfes sEchage, on obtient 30,2 g (100%) . 
CCM/EPAW^ Rf = 0,40. 
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EXEMPLE 21 

Hsc Acm 
t 

Boc - Asn - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phc - Thr - Ser - Cys - OPse . 

Msc 

5 30,2 g de TFA , H - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - 

Acm 

» 3 
Thr - Ser - Cys - OPse sont dissous dans 300 cm de DMF puis trait^s 

3 

successivement par 4^3 cm de N-^ thylmorpholip.e , 4^6 g d 'hydroxybenzo- 
tria zole, 7,2 g de Boc - Asn - ONp. Apres 30 min h temperature du labora- 

10 toire, la reaction est achev^e. Le DMF est ^vapore h 35°C sous vide 

jusqu'a un volume residuel d 'environ 100 ml. Cette solution est versee 
sous' agitation sur un melange eau - glace (500 ml)^ ce qui entraine la 
cris tallisation du produit* Le solide est essor^, lav^ h I'eau abondam- 
ment puis par le propanol-2 (deux fois), le methanol (deux fois) et 

15 I'acdtone (trois fois), 

Apres s^chage, on obtient 28 g (877q). 
CCM/EPAW^ Rf = 0,70 
[a]^^ = -16" (0 = 1, DMF). 
EXEMPLE 22 

20 Hsc Acm 

I I 

TFA, H - Asn - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse , 

28^2 g du decapeptide de I'exemple 21 sont trait^s par 
TFA (280 ml), ^thanedithiol (28 ml) et anisole (14 ml) pendant 20 min h 
temperature du laboratoire. L ' evaporation du TFA sous vide h 30*C est 
25 men^e jusqu'^ un volume residuel de 50-60 ml. On verse alors sur 500 ml 

de melange propanol-2/^ther 50/50 (volume/ volume) . On essore le pr^cipit^, 
lave et s^che. 

Apres sechage, on obtient 28,5 g (100%). 
CCM/EPAW^ Rf = 0,60. 
30 EXEMPLE 23 

Msc Wsc Acm 

I I I 

Bo c - Lys - Asn - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser ■ Cys - OPse. 

Dans 310 ml de DMF anhydre, on dissout 30,5 g du tri- 

fluorac^catc obtenu h I'exemple 22, puis on ajoute de la N-^ thylmorpholine 



35 



Msc 
t 

(4,05 ml), hydroxybenzotriazole (4,32 g) et Boc • Lys - ONp (9,95 g). La 
reaction est termin^e apr^s 45 min h temperature ambiante. Le volume du DMF 
est r^duit jusqu'a environ 100 ml par Evaporation sous vide. La solution 
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est vers^e sur 600-700 ml d*un melange eau-glace. On essore le solide, 
lave ^ I'eau puis avec du methanol (trois fois) et de 1 'acetone (trois 
fois), 

Apr^s s^chage, on obtient 32 g (92%), 

5 CCM/EPAW^ Rf = 0,70 

BEW^ Kf = 0,50 

ra]J^ = "14,5* (C = 1, DMF). 

EXEKPLE 24 

Msc Msg 
I t 
10 TFA , H - Lys - Asn - Phe - Phe ■ Phe * Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - 

A cm 

Cvs - OPse 

Dans un melange de dichlorom^ thane (150 ml), ^thane- 
dithiol (18 ml) et anisole (9 ml), on ajoute 30,3 g de 1 * und^ capept ide de 

5 l*exemple 23. A la suspension ainsi obtenue, on ajoute, en une fois, 

180 ml de TFA. Apres 20 min h temperature ambiante, le TFA est ^vapor^ 
sous vide h 30°C. L ' evapora tion est arret^e lorsqu^il reste environ 60 ml 
dans le ballon. On verse alors sur 500 ml de melange propanol-2/^ ther 
50/50 (volume/volume). On essore le solide, lave et seche et on obtient 

0 30,5 g de solide (100%). 
CCM/EPAW^ R£ = 0,50. 
EXE>rPL£ 25 

A cm Msc Msc 
Boc - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - 

5 A cm 

Cys - OPse 

Bans 350 ml de DMF, on dissout 32,7 g de trifluorac^ tate ' 
obtenu a l*exemple 24, La solution est additionn^e successivement de 
N-^thylmorpholine (3,8 ml), d 'hydroxybenzotriazole (4,05 g) et de 7,44 g 
0 Acm 

de Boc - Cys - ONp, Apr^s 45 min h temperature ambiante, la reaction est 
terminee, Le DMF est alors ^vapor^ sous vide partiellement . Le volume r^si- 
duel (environ 100 ml) est vers^ sur un melange eau - glace (600 ml), Le 
. pr^cipit^ est isol^ par essorage, puis lav^ par l*eau, le methanol 
5 , (trois fois) et 1 'acetone (trois fois). 

Apr^s s^chage on obtient 32,8 g (93%). 
CCM/EPAW^ Rf = 0,75 
BPEW^ Rf = 0,65, 
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E•/vE^gLE 26 

A cm Msc Ksc 
TFA, ti - Cys " Lys ■ Aan - Phe - Phe - Trp - Lya - Thr - Phe ■ Thr - 

A cm 

5 Ser - Cys ■ OPse > 

32,7 g du dod^capeptide de l*exemple 25 sont mis en sus- 
pension dans le melange suivanc ; dichlorom»l thane 145 ml, ^ thanedithiol 
17 ml, antsole 8 ml. On additionne ensuite en una seule fois 170 ml de TFA. 
Apr^s 30 min S temperature du laboratoire, le TFA est ^vapor^ sous vide h 

10 30*'C jusqu'^ obtention d*un volume r^siduel de 70 ml cue I'on verse pro- 
gress ivement sur 700 ml de propanol-2. Le solide esc essor^ et lav^ avec 
du propanol-2 et de I'^ther. 

Apr^s s^chage, on obtient 33 g (100%)* 
CCM/EPAW^ Rf = 0,40. 

15 EXEMPLE 27 

A cm Msc Msc 

Boo ■ Ala -Gly - Cys - Lys - Asn ■ Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - 

Acm 
I 

Ser - Cys - OPse . 

20 On dissout 33 g du tri f luorac^ ta te de 1 'example 26 dans 

330 ml de DMF^ puis ajoute 3,6 ml de N-^thylmorpholine , 3,5 g d*hydroxy- 
benzotri27,ole et 7,16 g de Boc - Ala - Gly - OTcp. La reaction est achev^e 
au hour de 45 min h temperature ambiante. Le DMF est evapord sous vide 
jusqu'^ un volume r^siduel d ' environ 80 ml. On verse eur le melange eau— 

25 glace (600 ml)* On essore le solide, lave par I'eau, le methanol (trois fois) 
et I'acdtone (trois fois). 

Apr^s s^chage, on obtient 32 g (93%). 
CCM/EPAW^ Rf = 0,70 



BPnC^ Rf = 0,60 

-i: 

EXEMPLE 28 



30 fa]^^ = "15" (C = 1, DMF). 



Acm Msc Msc 
TFA, H - Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - 
Acm 

35 Thr - Ser ■ Cys - OPse , 

On met en suspension 24,7 g du t^tradScapeptide de 
1' example 27 dans 170 ml de dichlorom^ thane additionn^ de 20 ml d'^thane- 
dithiol et 10 ml d'anisole. On ajoute 200 ml de TFA. Apr^s 20 min h 



BNSDOCID: <EP ^0017536A2J_> 



^ 0017536 

29 

tempdrature ambiante, on ^vapore le TFA sous vide jusqu'Ji un volume resi- 
due! de 60 ml environ. On verse le x^sidu sur du propanol-2 (600 ml)« On 
essore, lave et s^che. 

On obtient 24,8 g du produit (100%), 
5 CCM/EPAW^ Rf = 0,50. 
EXEMPLE 29 

Pi -A cm*- 3 ^ 14* dihydrosoma tostatine . 

On dissout57,5g du trif luorac^tate obtenu h I'exemple 28 
dans 1 150 ml de DMF. On ajoute 115 ml de methanol. On place au bain de 

10 glace puis J lorsque la temperature est inf^rieure h S'^C ^ on commence 1 '.addi- 
tion d'une solution de baryte 0,2N (1 150 ml). L'addition a lieu en 40 min 
avec une temperature maximale de 15°C. Apres la fin de l*addition de baryte, 
on agite sans bain de glace jusqu*^ la temperature de^-18°C. A ce moment, 
on fait barboter un courant de gaz carbonique dans le milieu pour atteindre 

15 pH 5-6. On centrifuge le carbonate de baryum. Le surnageant est dvapor^ 

sous vide k 35-40°C jusqu'^ volume r^siduel de 600 ml. Ce r^sidu est verse 
sous bonne agitation dans 4 000 ml d*acetate d^ethyle : un solide precipite. 
On agite pendant 1 h puis essore sur verre fritte, lave et secbe (& I'air 
puis au dessicca teur) . 

20 Rendement 42 g (1007o) en produit brut. 

La purification par cbromatographie de partition sur 
colonne de Sephadex G 25 F ou par distribution h contre-couran t permet 
d*obtenir un produit de tres baute purete , titrant plus de 987o en HPLC» 
Le rendement est de 487o. 

25 CCM/BPE^^^ Rf = 0,40. ' 
EKEMPLE 30 

Dihydrosoma tos ta tine . 

1,61 g de di-Acm-3 , 14-dihydrosoma tos ta tine sont dissous 
dans 80 ml de AcOH pur et 72 ml d'eau distiliee (melange degaze). A 

30 temperature du laboratoire, S I'obscurite, sous azote et sous agitation, 
on ajoute 8,2 ml de solution de nitrate d 'argent IN. On agite pendant 
16 h. On evapcre h sec, lave par I'eau distiliee degazee. On reprend dans 
le melange DMF/eau (60/40) degaze. On fait ensuite passer un courant 
d'hydrogene sulfure, centrifuge le sulfure d 'argent et evapore h sec le 

35 surnageant. On dissout le residu dans 50 ml d'e*au 4egazee et lyophilise. 

Rendement : 1,3 g (867o). 

Le dosage du produit, soit par HPLC, soit par dosage des 
f one t ions thiol, fait apparattre une purete d' environ 707o. 
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EXEMPLE 31 
Soma tos ta cine , 

Le sel d 'argent obtenu h partir de 7 g de di-Acm-3 , lA- 
dihydrosoma tos tatine est transform^ en 3 ^ 14-dihydrosoTnatos ta tine , selon 
5 la technique de I'exemple 30. La solution dans le dimethyl formamide-eau 

obtenueapr^s traitement h 1 'hydrogfene sulfure, centrifuga tion et d^gazage 
est dilute dans 4,6 1 d'une solution aqueuse d'acide ac^tique a 5% et 
ajout^e graduellement pendant 18 h ^ 5,6 1 d'eau d^gas^e con tenant 12 g 
de ferricyanure de potassium et 24 g d 'acetate d 'amrnonium, 
10 ^6 milieu est maintenu pendant toute la durde de 

1 'operation h 6^9 par addition de solution d * atntnoniaque k 8%, Cette reac- 
tion doit 8tre effectuee sous bonne agitation et sous atmosphere permanente 
de gaz inerte (azote). 

Apres la fin de la reaction, le pH du milieu est amen^ 
15 ^5 par addition d'acide ac^tique. On filtre la solution sur rdsine 

Biorad AG 3x4 afin d*eliminer les ions complexes ^ puis on fixe le produit 
sur une r^sine acide faible, type Biorex 70. On lave par une solution 
dilute (5%) d'acide ace tique et on €lue ensuite le produit par une solu- 
tion d'acide concentree (50%). 
20 Aprfes Evaporation h sec de la solution sous vide poussE 

et sans chauffer, on obtient 5 ,2 g d'un produit brut de reaction. 

Le produit est purifi^ sur colonne Sephadex G 25 
(H = 2 000 cm 0 50) en utilisant 1 'acide ac^tique N comme ^luant. On 
obtient apr^s lyophil isa tion 2,9 g d'un produit pulverulent blanc titrant 
25 98,4% en HPLC analytique. 

Rendement : 46%; analyse d'acides a-amines : conforme. 

25 

fct]^ == -39° (C = 1 , eau) rapporte au produit exempt d'eau et d'acide 
ac(§t ique . 

CCM/BPE\>?^ Rf = 0,40. 
30 EKEMPLE 32 

N-(o-ni trophenylsulfenyl) L-asparaginyl L-ph^nylalanyl L-ph^nylalanina te 
de methyl e . 

Nps - Asn - Phe - Phe - OCH^ 

On dissout 80 g de K - Phe - Phe - OCH^ , CF^COOH dans 
35 890 ml de DMF contenant 23 ml de N-dthylmorpholine . On ajoute alors 71,1 g 
de Nps - Asn - ONSu et 23 g d'hydroxybenzotriazole. On ajuste le pH a 7 
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par addition de N-^ thylmorpholine et on agite une nuit h temperature 
ambiante. 

On ^vapore k sec jusqu'^ I'obtention d'une huile 
orange ^paisse. On reprend le residu dans I'^ther, on triture et on 
5 obtient un solide jaune. On l*essore et on le lave h I'eau (deux fols • 
900 ml), puis au methanol (deux fois 900 ml). 

On essore, on lave k I'^ther et le prodait est s^ch^ 

h l*air. 

Rendement : 88,50 g (82,1%). 

10 CCM/eluant BEW^ 

tache unique- 
fa]" = -33*^ (C - 1, DMF). 
EXEl'fPLE 33 

( o-nitroph^nylsul f^nyl) L-a spara ginyl L-ph^nylalanyl L-ph^nylalanine > 
15 Nps - Asn - Phe - Phe - OH 

Dans un ballon muni d 'une bonne agitation, on dissout 
presque totalement 139 g du tripeptide de I'exemple 32 dans 1 200 ml de 
pyridine, puis on ajoute 253 ml de soude N. L*agitation est poursuivie 
pendant 30 min k temperature ambiante* 
20 Un solide commence h pr^cipiter, on ajoute 2 430 ml 

d'^ther pour terminer la precipitation. Le solide jaune form§ est essor^, 
puis repris dans 3 800 ml d'eau et acidifi€ en une seule fois par 1 300 ml 
d'acide ac^tique glacial. Le solide obtenu est essor^, puis lave k I'eau 
et essore. On effectue un deuxieme lavage avec du methanol. 
25 Apres essorage, le produit est sech^. 

Rendement : 127,46 g (94%). 

CCM/^luant BPE^^^ 

une tache. 
[a]^^ - -22^ (C - 1, DMF), 
30 EXEMPLE 34 

L-asparaginyl L-ph^nylalanyl L-ph^nyla lanine , chlorhydra te . 

H - Asn - Phe - Phe - OH, HCl 

On dissout 150 g de Nps - Asn - Phe - Phe - OH dans 1,32 
de DMF. On ajoute ensuite 2,5 Equivalents d'une solution HCl gaz dans le 
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n^tlianol anhydre (283 cm de solution 2.28 N) en maintenar.t la tempera- 
ture h 20*^0. Le milieu est agitt pendant 30 min, puis ^vapor^ a sec 
h 30**C/0,5 mm Hg. 

Le r^sidu pSteux est tritur^ dans 1 'acetate d'^thyle 
5 jusqu'a I'obtention d*un solide. Le solide est assort et lav^ plusieurs 
fois h I'dthex et s^ch^. 

Rendement : 118,38 g (98%). 

CCM/dluant BPEW^ 
une tache. 
10 [cr]J^= -9,5*^ (C = 1, DI-IF), 
EXEMPLE 35 

K-c:- tertiobutoxycarbonyl N-CC^-me thylsul f onyle thoxycarbonyl L-lysyl L-aspa- 
raginyl L-ph^nylalanyl L-pn^nylalanine > 

Msc 

15 Boc - Lys - Asn - Phe - Phe - OH 

On dissout 5^ 372 g de H - Asn - Phe - Phe - OH, HCl dans 
354 ml de DMF con tenant 59 ml d*eau. On ajoute 30 ml de N-^thylmorpholine 

Msc 

puis 63 g de Boc - Lys - OHp en solution dans 236 ml de DhlF et 16,15 g 

20 d *hydroxybenzotriazole. On ram^ne le pH a 7 ,7 par addition de N-^thyl- 

morpholine et on laisse agiter pendant 2 h en maintenant le pH ^ 7 ,7 . 

Msc 
t 

Au bout de ces 2 h, on rajoute 6,3 g de Boc - Lys - ONp 
(lOZ d'excfes) et on poursuit 1 'agitation pendant une nuit k temperature 

25 ambiante. On ^vapore le melange ^ sec (30°C/0,5 mm Kg), on reprend le 

residu par 600 ml d*eau presque satur^s en ClNa et 600 ml d'ac^tate d'^thyle. 
On am&ne le pH 3 4-4,5 par AcOH, d^cante et r^extrait par 600 ml d "acetate 
d*ethyle. Les phases acetate d'^thyle sont r^unies et additionn^es de 
deux volumes d'^ther. 

30 I3n pr^cipite se forme que l*on abandonne quelques heures 

au r^frig^ra teur, Le solide est essor^, lav^ avec le minimum d'ac^tate 
d'ethyle, puis abondamment a 1 'ether, Le produit obtenu est ensuite lave 
avec 1,2 1 de* solution sulfa te-bisulfate de potassium pendant 30 min. II 
est essore, bien lave h I'eau, essore et repris dans I'^ther, puis essore 

35 et seche, 

Rendement 85 g (95%). 
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CCM/<^luont BEW^ 

une tache. 
[a]^^ = -26,5° (C - 1, DMF), 
EXEKPLE 36 

5 N-ca-mdthylsulf onyl^ thoxycarbonyl L-lysyl T^-asparaginyl L-ph^nylalanyl 
L- phenylalanine ^ trlf luora ta te . 

Msc 

H - Lys - Asn - Phe - Phe - OH, CF^CO^II 

On dissout 82 g du peptide de I'exemple 35 dans 400 ml 
10 de TFA pr^alablement refroidi ^ +5°C et continue 1 'agitation 15 tnin h 
temperature ambiante. On filtre 1 'insoluble s * il y a lieu. 

On ^vapore (30°C/0,1 mm) jusqu'Si obtention d'une huile. 
On reprend cette huile par 1,6 1 d ' isopropanol et 100 ml d'ac^tate 
d'^thyle, II en r^sulte une precipitation immediate. 
15 On essore, lave h 1* ether et seche. 

Rendement : 7 6,82 g (927o), 

CCH/eiuant 

une tache. 
[a]^^ = -5,1° (C = 1, DMF). 
20 EXE>IPLE 37 

l^-tertiobutoxycarbonyl S-acetamidomethyl L-cystdinyl N-t^*mgthylsulf onyl- 
ethoxycarbonyl L-lysyl L-asparaginyl L-phenylalanyl L-ph^nylalanine . 

A cm Msc 
t t 

Boc - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - OH 

25 On dissout 106 g du trif luorac^ta te de I'exemple 36 dans 

700 ml de DMF con tenant 116 ml d'eau et 32,40 ml de N-e thylmorphol ine . 

Acm 

On ajoute ensuite 54,64 g de Boc - Cys - ONp dissous dans 466 ml de DMF 
et 18 g d 'hydroxybenzotriazole. On ramene S pH 7,7 par addition de 
30 N-e thylmorpholine et on agite pendant 2 h h temperature ambiante en main- 
tenant le pH H cette valeur. 

: i^cm 
Au bout de ces 2 h,*on rajoute 5,46 g de Boc - Cys - ONp 

(107» d'exc^s) et on poursuit 1 'agitation temperature ambiante pendant une 

nuit. On evapore k sec sous vide (30**C/0,5 mm Hg) et le gel obtenu est 

35 repris par 1 200 ml d'eau h moiti€ satur^e de chlorure de sodium et 
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1 200 ml d'acC'totfe d'dthyla. Si le pll est trop bas, on le rarp^:ne vere 
6j5 par de la thylmorpholine^ on agite ec on amone le pli h par 
addition d'aclde ac^tique. 

Un pr^cipit^ se forme, on Icisse sous agitation 1 h 
5 dans la glace, puis on abandonne au repos 1 li et on essore. 

On reprend le r^sidu dans un peu d'eau, on le triture, 
on essore, puis on le reprend dans 2 ,4 1 de solution de sul fa te-bisulfa te 
de potassium et on agite 2 h. On essore, on lave ^ l*eau, puis on le fait 
s^cher ^ I'air. On reprend le solide par le minitnum d'acdtone (700 ml), on 
10 le triture et on rajoute ^ h 5 volumes d'^lrher. On essore le pr^cipit(5, 
lave h l*dther et s^che. 

Rendement ; 123,15 g (96,3%). 

CCM/iluant BBs^^ 
tache unique 
15 [Cf]^^ = -28,6'^ (C = 1, DMF). 
EXEMPLE 38 

S-ac6 tamidom^thyl L-cyst^inyl N-U>-m^thylsul fonyl^ thoxycarbonyl L-lysyl 
L-asparaginyl L-phdnylalanyl L-ph^nylalanine ^ trif luorace ta te , 

Acm Msc 
I f 

20 H - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - OH, CF^CO^H 

On ajoute 86,44 g du peptide de 1 'example 37 h un melange 
de 346 ml d'acide trif luorac^ tique et 34^6 ml d ' ^ thanedithiol refroidi 
pr<5alablement ^ O'^C. 

Le solide se dissout en 15 min environ et la solution 
25 est conservde 15 min ^ temperature ambiante sous agitation. On ^vapore ^ 
sec (30°C/0^1 mm Hg) , puis on reprend dans I'ac^tate d'^thyle et ^vapore. 
On r^p^te deux fois ce traitement puis on reprend dans I'^ther et essore. 
On lave abondamment h 1 *#ther et seche. 

Poudre blanche, 
30 Rendement : 85,96 g (98%). 

CCM/§luant BEW^ 

una tache 
[a]^^ = -14,4^ (C = 1, DMF), 
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EXEMPLE 39 

tertiobutoxycarbonyl L^alanylglycyl S -acg tamidom^thyl L*-cyst^invl 
N-uVmdthyl sul f onyl^thoxycarbonyl L'-aspareginyl L-phdnylalanyl L*ph^nyl- 
alanine . 

5 Acm Msc 

Boc - Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - OH 

On dissout 119 g du trif luorac^tate de I'exemple 38 dans 
780 ml de dimethyl formatnlde contfenant 130 ml d'eau, puis on ajoute 
30,3 ml de N -e thylmorpholine etj aussitdt, ^^^^ g Soc - Ala - Gly - OTcp 
10 en solution dans 518 ml de dim(§ thy 1 forma mide . 

On ajoute ensuite 16,21 g d 'hydroxybenzotriazole sec et 
poursuit 1 'agitation h temperature ambiante pendant 2 apr^s avoir 
ajustd le pH ^7,7 par la N-^thylmorpholine. 

On ajoute ensuite 5,11 g de Boc - Ala - Gly - QTcp 
15 solide. On ajuste S nouveau le pH k 7 ,7 par la N-^thylmorpholine et 
laisse agiter une nuit k temperature ambiante. 

On evapore h sec (30^*0/0,1 mm Hg). L *huile obtenu est 
reprise par un melange de 1 litre d'ac^tate d^^thyle et 1 litre d'eau 
presque saturee en chlorure de sodium. On porte le pH k 5-5,5 par de 
20 I'acide ac^tique et laisse agiter vigoureusement dans un bain de glace 
pendant 1 h. 

On essore le solide, lave le gateau par un peu de melange 
acetate d'ethyle-eau presque saturee de chlorure de sodium. On triture 
ensuite le solide dans le minimum d^eau, puis on essore le solide et 
15 agite pendant 2 h avec une solution tamponn^e ^ pH 2 (solution sulfate- 

bisulfate de potassium). On essore, lave ^ l*eau et s^che une nuit k I'air. 
On lave ensuite abondamment h 1' ether. 

On obtient une poudre blanche, 

Rendement : 129,1 g (96%). 

iO CCM/eiuants BPEW^ 

une cache, 
[a]" = -27,3° (0 = 1, DMF), 
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EXEMPLE 40 

Acm Msc Msg 

T I t 

Boc - Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe ■ Trp - Lys - Thr - Phe - 

Acm 
t 

Th r - Ser - Cys - OPse . 

On dissouc 75,5 g du tri f luorac^ ta te de 1 'heptapeptide 
de I'exemple 15 dans 1 150 ml de d iTrn^thylformamide et ajoute h la solution 
6,3 ml de N-d thylmorphol ine. Par ailleurs, on disscut 58,13 g de 1 'hepta- 
peptide de I'exemple 39 dans 1 430 ml de dim^ thylf ormamide et ajoute h. 
cette solution 10,81 g de dicyclohexylcarbodiimide et 14,18 g d'hydroxy- 
benzotriazole sec. 

On ajoute la premiere solution dans la deuxi^me et 
maintient le pH ^ 7 par addition de N-d thylmorpholine. On laisse sous agi- 
tation h temperature ambiance toute la nuit. 

On verse le melange reactionnel dans deux volumes d'^ther. 
On laisse sous agitation 10 min, puis 10 min au repos h temperature 
ambiante. On essore le precipit^ obtenu et lave abondamment a 1 'ether. 

Le solide ainsi obtenu est mis sous agitation vigoureuse 
pendant 1 h dans 1 litre d'ether. On essore et seche. 

On obtient un solide jaune, 

Rendement 100 g (81%), 

Ce produit est en tout point identique h celui obtenu 

dans 1* example 27 • 
CONTROLES AKALYTIQUES 

Ainsi qu'il a ete dit precedemment les purifications 
pouss^es n ' in terviennent qu'^ deux stades du proc^de de synthase selon 
1* invention, h savoir le di-Acm-3 , 14-dihydrosoma tos ta t ine et la somatosta- 
tine elle-m§me. 

Par suite, dans toutes les autres etapes, les contrQles 
analytiques sont limit^s S des chromatographies sur couche mince de silice 
dans divers systemes solvants , ainsi qu'il est indiqu^ dans les exemples. 

Par contre, pour les deux Stapes de purification pouss^e, 
les contrOles analytiques sont beaucoup plus importants. Aux methodes 
usuelles en chimie peptidique, telles que 1 'analyse d'acides amines vient 
's'ajouter une m^thode de contrGle par HPLC. 

L*appareil utilise est compose d'un chroma togra phe liquide 

'V?aters Associates" : injecteur universel module U 6 K, pompe module 6000 A, 

detecteur mul tilongueur d'onde modfele 450, enregistreur Sefram module 
Servotrace. 
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Les conditions de chromatographie sont les suivantes : 

Colonne : colonne 300 x 3^9 mm retnplie du support yaBondapak C^g lO^m 

(Waters Associates), 

Solvant d'^lution : le solvant d'^lution est compost du melange : 

-2 

5 - solution aqueuse d 'acetate d 'ammonium 10 M tamponn^e & pH 4 

par de I'acide ac^tique : 700 ml, 
- ac^tonitrile pour spectroscopie : 250 ml, 
D^bit : 4 ml/min- 
Fresslon : 210 bars. 
10 D^tecteur : d^tecteur UV ^ 210 nm. 

Sensibility 0,2 D.O. pleine ^chelle. 
Enregis trGur : 10 mV pleine ^chelle^ d^roulement 1 cm/min. 

Les chroma togrammes obtenus avec le di-Acm-3 , 14 -dihydro- 
somatos tatine et la somatosta tine sont reprdsentds, respectivement ^ dans 
15 les figures 1 et 2. 

lis montrent clairement I'unicit^ du produit apr^s les 
purifications mentionn^es dans les exemples correspondants . 
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REVENDICATIONS 
L. Proc^d^ de preparation de la soma tos ta tine de formule I : 



H - Ala - Gly - Cya - Lys - Asn - Phe - Fhe - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr 
1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 



Ser " Cys - OH, 
5 13 14 

par elongation progressive de la chaine peptidique a partir de la cysti^ine 
en position 14, en couplant success ivement chaque aminoacide ou peptide 
dont les groupes amines et thiol sont prealablement proteges , le groupe 
a-amind etant libdr^ et activ^ sous forme d' ester avant la reaction de 

10 formation de la liaison peptidique suivante, caract^ris^ en ce que la 

fonction acide de la cysteine de depart est protegee par le groupe ph4nyl- 
azobenzylsulfonyldthyloxy (OPse) qui rend tous les peptides intermddiaires 
insolubles dans I'eau et les solvants organiques usuels ^ I'exception du 
dimethylformamide (DMF) et du dimdthylsulf oxyde (DMSO) et permet d*op4rer 

15 toutes les reactions de couplage peptidique en solution dans le DMF ou le 
DMSOj de prdcipiter les peptides intermddiaires par addition d'un deuxi^me 
solvant et de purifier ces peptides par lavage en phase solide h I'aide de 
solvants approprids qui dissolvent les impuretds. 

2. Procddd selon la revendication 1, caractdrisd en ce que 

20 les groupes thiol de la cysteine de depart et de la cysteine en position 3 sont 
protdgds avant la reaction de couplage par un groupe acetamidomd thyle (A cm) qui 
est conserve jusqu*& la derni^re 4tape d* elongation de la chaine peptidique. 

3, Procede selon l*une des revendications 1 et 2, caractdrise 
en ce que la premiere etape cons is te h preparer le N-t-butoxycarbonyl-S- 

25 acetamidomethyl-L-cys teinate de p-ph^nylazobenzylsulfonyiethyle de formule IT; 

Boc " Cys - OPse 
A cm 
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par condensation de la N-t-butoxycarbonyl-S-ac6tamldomdthyl-*L-cys t6ine 
avec le p-ph^nylazobenzylsulfonyldthanol en presence d*un agent de d^shy- 
dratation tel que le dicyclohexylcarbodlimide. 

4. Proc6d€ selon I'une des revendications 1 a 3, caractdrisg 

5 en ce que le groupe w>-amind de la lysine est prot^g^ par un groupe in^thanesul- 
fonyl^thylo xycarbonyle (Msc) avant le couplage de cet aminoacide en position 9 
et en position 4, groupe resistant aux traitements acides de liberation des 
groupes a-amin6s temporairement protdg^s, et ^tant ainsi conserve jusqu'fii 
la derni^re ^tape d* <Slongation de la chatne peptidique, 

10 5. Procddd selon l*une des revendications 1 ^ caract^ris^ 

en ce que la protection temporaire des groupes a-amin^s est assurde par un 
groupe N-tertiobutoxycarbonyle (Boc) ou par un groupe N-a-biph^nylis6propyl- 
oxycarbonyle (BPoc) qui est ^litnind^ avant la reaction suivante de couplage , 
par un acide fort tel que I'acide trif luoracdtique ou I'acide formique h 1% 

15 d'acide chlorhydrique, 

6, Proc^de selon I'une des revendications 1 S 5^ caract^ris^ 

en ce que le noyau indole du L-tryp tophane, apres introduction de cet aminoacide 
en position 8, est prot^g^ par addition^ dans le milieu^ d'anisole et de thiols 
tels que 1 ' ^thanedithiol ou le mercapto^thanol. 

20 7. Proc^d^ selon l*une des revendications 1^6, caract^ris^ 

en ce que les reactions de couplage sont activ^es par 1' addition d*hydroxy- 
benzotriazole. 

8. Proc6d6 selon la revendication 1, caract^ris^ en ce que, 

apres avoir form^ 1 * heptapeptide 8 ^ 14 prot^g€ de forraule III : 

25 Msc Acm 

f f 
H - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 

on effectue son couplage directement avec 1 ' heptapep tide 1^7 prot^g^ de 
formule IV : 

Acm Msc 

JO Boc - Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - OH 

prdalablement form^. 
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9. Proc^dd selon la revendica tion 8, caract^ris^? en ce que 
la reaction de couplage entre les deux hep tcpeptides proteges est effectu^e 
dans le DMF^ en presence d*un agent de couplage tel que le dicyclohexyl- 
carbodixmide ou d'un activateur de la fonction carboxylique tel que 

5 1 'hexaf luorophospha te de benzo triasolyloxyC tridimet:hylaTnino)phosphonium. 

10. Precede selon I'une des revendications 8 et 9^ caract^risd 
en ce que 1 ' heptapeptide 1^7 prottSg^ de formule IV ci-dessus est prdpar^ 

h partir du dipeptide H - Phe - Phe - OCH^, sur lequel on fait reagir 1' ester 
o-nitroph^nolique de 1 ' o-nitrophenylsulfenaminoasparagine dans le dim^thyl- 

10 formamide; apres avoir isole le tripeptide protdge form^, par precipitation 
par un solvant convenable, on eiimine tous les groupes protecteurs par un 
traitement basique puis acidolyse et le tripeptide de formule H - Asn - Phe - 
Phe - OH est utilise sous la foi-me acide libre terminal dans la suite des 
operations de couplage, chaque acide air.ine etant successivement amene ^ 

15 reagir sous forme d* ester active et les reactions s'effectuant en presence 
d'un accelerateur tel que 1 * hydroxybenzo triazole et d'une base organique 
non racdmisante telle que la N-e thy Imorpho line. 

11. Proced^ selon I'une des revendications 1 ^ 10^ caracteris^ 
en ce que le tt^trad^capeptide protege obtenu^ apres la derniere reaction de 

20 couplage, de formule V : 

Acm Msc 

Boc - Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - Trp - 

Ms c Acm 

I I 

Lys - Thr - Phe - Thr - Ser - Cys - OPse 

25 est a) traits par un acide fort tel que I'acide trif luoroacetique qui libere 
la fonction amine de 1 'alanine en position 1, puis b) traits par une base 
forte telle que la baryte pendant 15 h 30 min et k temperature ambiante, 
en solution dans le DMF, ce qui ^limine les groupes protecteurs des chalnes 
lat^rales des 2 molecules de lysine et 1* ester sur la cysteine en position 14, 

30 pour donner la di-S-acetamidomethyl-3 , 14-dihydrosomatos tatine qui, apres 

purification, est c) trait^e de fagon connue en soi pour liberer les fonctions 
thiol des deux molecules de cysteine et donner la dihydrosomatos tatine, > 
laquelle est d) soumise au pontage final en disulfure entre les deux 
molecules de cysteine, par un proc^de connu en soi, pour donner la somatos- 

35 tatine. 
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12. A titre d * intermedia ire n^cessaire dans le proc^dg 
salon I'une des revendications 1 h 11, le N-t-butoxycarbonyl-S-ac^tamido- 
m^thyl-L-cyst^inate de p-ph^nylazobenzylsulfonyl^thyle de formule II : 

Boc - Cys - OPse 
I 

5 Acm 

13, A titre d'intermddiaire n^cessaire dans le pxoc€d6 selon 
I'une des revendications 1 ^ 11, 1 * hep tap ep tide 8 ^ 14 prot^g^ de formule III 

Msc Acm 
H - Trp - Lys - Thr - Phe - Thr * Ser - Cys - OPse 

10 14. A titre d* interm^diaire ndcessaire dans le procdde selon 

I'une des revendications 8 ^ 11, 1 * hep tapeptide 1 a 7 protege, de formule IV : 

Acm Ms c 
I I 

Boc - Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - OH 

15 • A titre d'interm^diaire n^cessaire dans le procdd^ selon 

15 I'une des revendications 1 k 11, la di-Acm-3^14-dihydrosoraatostatine, de 
formule VI : 

Acm 

H - Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe - Trp - Lys - Thr - Phe - 

Acm 
t 

20 Thr - Ser - Cys - OPse, 
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termediaires 6tant precipit6s par addition d'un deuxi6me 
solvant et purifies en phase solide par lavage k I'aide de 
solvants appropries dissolvant les impuret6s. 
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